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論文内容要旨
 ロタウイルスは,11分節2本鎖RNAを遺伝子として持つnonenvelopedウィルスで,主に乳幼
 児に下痢を引き起こす病原ウィルスとして知られている。ウィルス粒子は2重殻構造を形成し,
 中和抗原としてウィルス外殻を構成するVP3(分子量80～邸kd),及びVP7(分子量35～41
 kd)が知られている。VP7はウシロタウイルスでは細胞吸着蛋白質であり,抗VP7抗体は,ウ
 ィルスの細胞への吸着を阻止することによりウィルス感染を中和することが知られている。一方,
 VP3はinvitroでのウィルス感染,及びinvivoでのvirulenceに関与することが知られてい
 る。特にヒトロタウイルス(HRV)の感染性発現には,ウィルスをトリプシン処理することが必
 須で,トリプシンによりVP3が特異的に切断されることから,VP3はウィルス感染に於て重要
 な役割をになっていると考えられている。しかし,その機能は不明である。鈴木らは電顕観察か
 ら,感染性を持たないトリプシン未処理HRV・KUN株はendocytosisで,又感染性を持つトリ
 プシン処理HRV・KUN株はdirectpenetrationで細胞内に侵入すると報告した。つまり,トリプ
 シン処理によりウィルスの細胞内侵入様式が変化するのではないかということを示唆したわけで
 ある。本研究では,HRV・KUN株の感染に於けるVP3の役割を,中和活性を有する抗VP3抗
 体を用いて検討した。
 先ずLeeらの方法に従ってHRV・KUN株の細胞吸着蛋白質を同定し,ウィルスの細胞吸着過
 程に抗VP3抗体が与える影響を検討した。KUN株感染MA104細胞から,ウィルス粒子形成前の早
 い時期に35S-Met標識ウィルス蛋白質を調整し,これを4℃で90分間MA104細胞とインキュ
 ベートし,洗浄後SDS-PAGEで細胞結合蛋白質を同定した。その結果分子量35kdの蛋白質の
 特異的な結合がみられた。この蛋白質の細胞への結合は抗KUN血清により阻止され,異なる血
 清型のHRVに対する抗血清では阻止されなかった。又ウィルス非感染細胞より調整したライセー
 ト中には,この様な蛋白質はみい出されなかった。さらに35kd蛋白質の細胞への結合は,非標
 識精製KUN粒子により競合的に阻止された。以上の結果及びこの蛋白質の分子量から,HRV・
 KUN株の細胞吸着蛋白質は外殻蛋白質VP7であると考えられた。又抗VP3抗体は,VP7の細
 胞への結合を阻止せず,抗VP3抗体でその感染性が完全に中和されたKUN粒子も,競合的に
 VP7の細胞への結合を阻止したことから,抗VP3抗体は,ウィルス粒子の細胞への吸着を阻止
 しないと考えられた。次に,あらかじめMA104細胞へ吸着させたKUN株の感染に対する抗VP
 3抗体の影響をみた。先ず4℃で90分間ウィルスを細胞へ吸着させた後に,抗VP3抗体を加え
 ると,ウィルス感染は完全に中和されることがわかった。次に4℃での吸着後,37℃で種々の時
 間インキュベートし,抗VP3抗体を加えると,抗体を加える時間を遅らせるほど,その中和能
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 力が消失して行き,2時間後に完全に消失することがわかった。このkin“ticsは,KUN株の細
 胞内侵入のkineticsと非常に良く一致した。以上の結果から抗VP3抗体は,KUN株が細胞へ
 吸着した後に作用し,ウィルス感染を中和することが示唆された。次に,感染性を持つトリプシ
 ン処理KUN粒子,及び感染性を持たないトリプシン未処理KUN粒子の細胞内侵入過程を比較検
 討した。35S-Met標識精製KUN粒子を4℃で2時間MA104細胞に吸着させた後,ウィルス蛋白
 質をSDS-PAGEで検出すると,感染性の有無にかかわらずKUN粒子は同程度に細胞へ吸着す
 ることがわかった。細胞内に侵入したウィルス蛋白質は,細胞を0.05%トリプシンで37℃10分
 間処理することにより検出したが,4℃では極くわずかのウィルス粒子の細胞内侵入がみとめら
 れた。ウィルスを吸着させた後,細胞を37℃で1時間インキュベートし,同様にウィルス蛋白質
 を検出すると,感染性のないKUN粒子を用いた場合には粒子全体の構成蛋白質が,又感染性の
 あるKUK粒子を用いた場合には内殻を構成する蛋白質のみが細胞内に侵入しているのがわかった。
 抗VP3抗体は,感染性を持つKUN粒子による,内殻成分のみの選択的な細胞内侵入を特異的に
 阻止し,感染性を持たないKUN粒子による,非選択的な細胞内侵入は阻止しないことがわかっ
 た。
 以上の結果,及び電顕観察による知見から,HRV・KUN株は二通りの細胞内侵入様式を持つ
 と考えられた。つまり,トリプシン未処理ウィルス粒子にみられる粒子全体が細胞内に侵入する
 endocytosisによるものと,トリプシン処理ウィルス粒子にみられる内殻成分のみの選択的な細
 胞内侵入様式である。HRV・KUN株は,この選択的な細胞内侵入過程を経た時に始めて,増殖
 することができると考えられる。又抗VP3抗体が,この過程を特異的に阻止することから,ト
 リプシンで切断されたVP3は,KUN粒子の内殻のみの選択的な細胞内侵入過程に関与する蛋白
 質であると考えられた。
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 審査結果の要旨
 発展途上国においては毎年500万人以上の乳幼児が下痢症により死亡しているが,その半分以
 上がヒトロタウイルスによる下痢であることが知られており,ロタウイルスによる乳幼児の下痢
 症の予防と治療法の確立が世界の保健衛生上急務の課題となっている。しかしまだヒトロタウイル
 スの詳しい増殖機構は知られていない。そこで本論文ではロタウイルスの外殻を構成しているV
 P3とVP7の2つの蛋白の働きを中心に,モノクロナール抗体を利用し,ウィルスの細胞への
 吸着と侵入機構を明らかにしたものである。
 まずヒトロタウイルスKUN株をサル腎細胞であるMAlO4細胞に感染させ,感染早期に蛋白
 質を調製し,MA104細胞に吸着しているウイルス側蛋白は分子量35KdのVP7であることを見
 出した。さらに抗VP3抗体はVP7の細胞への吸着を阻害しないが,吸着した後に作用してウ
 ィルス感染を中和することを見出し,抗VP7抗体と抗VP3抗体の作用の違いを初めて明らか
 にした。ヒトロタウイルスはトリプシン処理によりVP3が開裂して感染性を持つようになるこ
 とが知られているので,次にトリプシン処理感染性粒子とトリプシン未処理非感染性粒子の侵入過
 程を比較した。その結果両ウイルス共細胞への吸着は同程度におこるが,感染性のないウイルス
 は全蛋白が細胞内に侵入していくが,感染性あるウイルスの場合はウイルスの内殻を形成してい
 る蛋白だけが細胞内に侵入していることを確かめた。さらに抗VP3抗体は感染性のあるウイル
 スの内殻成分のみの選択的な細胞内侵入を特異的に阻害し,非感染粒子の細胞内侵入を阻害しな
 いことを明らかにした。この結果は電顕観察によっても確かめられ,トリプシン未処理ウイルス
 はウィルス粒子全体が細胞内に侵入するendocytosisにより,トリプシン処理ウイルスでは内
 殻成分のみのdirectpenetrationにより侵入することを明らかにした。抗VP3抗体が後者の
 過程のみ特異的に阻害することから,トリプシンで切断されたVP3は,ウィルス粒子の内殻の
 みの選択的な細胞内侵入過程に関与する蛋白であることをはじめて明らかにした。
 以上,本研究はenvelopedvirusでは見出されていたトリプシンによるウイルス蛋白の開裂
 による感染性の取得機構をnon-envelopedvirusではじめて明らかにしたものとして,学位授
 与に値すると認める。
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